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研究成果の概要（和文）：リン脂質キナーゼ PIP5K は、PIP2 の産生を介して多様な生理機能を
発揮する。PIP5K にはα、β、γの三つのアイソザイムが存在する。先に研究代表者の属する研究
室では PIP5K の活性化因子として低分子量 Gタンパク質 Arf6 を同定しているが、本研究では各
アイソザイム特異的な Arf6 による活性化を検討し、PIP5Kγに固有の N末領域が分子内マスキン
グにより Arf6 による活性化を調節するというユニークな制御機構を明らかにした。 
 
研究成果の概要（英文）：The phospholipid kinase PIP5K plays important roles in a wide variety of 
cellular functions through its product PIP2, the pleiotropic lipid messenger. To date, three mammalian 
PIP5K isozymes, α, β and γ have been identified. Previously, we have identified the small GTPase Arf6 
as the direct activator of PIP5K. In the present study, we examined isozyme-specific activation of PIP5K 
by Arf6 and demonstrated that the activation of PIP5Kγ by Arf6 is regulated through the N-terminal 
mediated ‘intra-molecular masking’ of PIP5Kγ. 
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１．研究開始当初の背景 
 細胞膜構成成分のリン脂質とその代謝産
物は、細胞内シグナル分子として多くの細胞
応答において重要な役割を果たしている。こ
のような“脂質性シグナル伝達系”は生体に
必須の機構であり、その破綻は様々な疾患へ
とつながる。細胞膜に微量に存在するホスフ
ァチジルイノシトール 4,5-二リン酸（PIP2）
も脂質生シグナル分子の一つであり、細胞骨
格再構築、小胞輸送など多種多様な機能を担
っている。この PIP2 の多機能性とその制御
には、PIP2 の産生が刺激や状況に応じて組織
特異的に、また細胞内局所において厳密に調
節されることが必要となる。これはすなわち、
産生酵素であるホスファチジルイノシトー
ル 4-リン酸 5-キナーゼ（PIP5K）が時間的・
空間的に異なる活性制御を受けていること
を意味するものである。哺乳類PIP5Kにはα、
β、γのアイソザイムとγ635、γ661、γ687 のス
プライシングバリアントが存在する（図 1参
照）。生体はこれらアイソザイムを適宜使い
分けることで、PIP2 の多様な機能を制御して
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いると推定される。しかしながら、その分子
メカニズム、細胞生理機能・個体レベルでの
使い分けは不明な部分が多く、この点を明ら
かにすることが PIP5Kの生理機能の全貌解明、
さらには分子多様性の意義の理解へとつな
がるものと期待される。 
 先に研究代表者の所属する研究室では、
PIP5K の活性化因子の探索を行い、直接の活
性化因子として低分子量 G タンパク質 Arf6
を同定した。さらに、両者を介するシグナル
伝達系が、細胞運動に必須の構造体であるラ
ッフル膜の形成を制御することを明らかに
した（Honda et al.,Cell 99, 521-532, 1999）。
その後も、Arf6 が PIP5K を介して細胞膜エン
ドサイトーシスを制御することが報告され
るなど、Arf6 は PIP5K の活性化を介して多用
な生理機能を果たしていると推定される。し
かしながら、活性化の分子機構、PIP5K アイ
ソザイム間での制御機構や生理機能の違い
は不明であり、この点の解明が課題として残
されている。 
 
２．研究の目的 
 上記のように、PIP5K には、複数のアイソ
ザイムが存在し、それぞれが時間的・空間的
に異なる活性制御を受けることにより、PIP2
の産生を介して多様な生理機能を発揮する
と考えられる。本研究では、当研究室におい
て活性化因子として同定した Arf6を中心に、
各 PIP5Kアイソザイム固有の活性調節機構を
解明し、PIP2 を介した多様な生命現象の制御
機構を明らかにすることを目的とする。 
 
３．研究の方法 
(1)PIP5K 活性の測定 
 Flag-tagを付加した各PIP5Kアイソザイム、
Arf6 を HEK293T 細胞に発現させ抗 Flag 抗体
により精製した。精製したタンパク質、ホス
ファチジルイノシトール 4-リン酸、ホスファ
チジン酸、GTP・S、[γ-32P]ATP をバッファー
中で混合し、37℃にて 20 分間インキュベー
トした。反応液より脂質を抽出し、薄層クロ
マトグラフィーにより分離し、生成した PIP2
を測定した。 
 
(2)マウス脳細胞質画分の調整 
 マウスの脳をバッファー中に浸し、
DIGITAL HOMOGENIZER で破砕後、100,000 g
で 30 分遠心し得られた上清を細胞質画分と
した。 
 
４．研究成果 
(1)Arf6 は in vitro において PIP5Kα, βを活
性化するが、PIP5Kγは活性化しない。 
 当研究室では、PIP5Kβの直接の活性化因子
として Arf6 を同定していることから、他の
PIP5Kα、γについて Arf6 による活性化を検討
した。HEK293T 細胞に各 PIP5K アイソザイム
あるいは Arf6 を発現させ、精製したタンパ
ク質を用いて in vitro 再構成系にて各 PIP5K
アイソザイムの Arf6 による活性化を測定し
た。その結果、PIP5Kα、βは Arf6 によって顕
著に活性化されたものの、PIP5Kγは活性化さ
れなかった。この結果より、各 PIP5K アイソ
ザイムは Arf6 によって異なる活性調節を受
けることが示唆された。 
 
(2)PIP5Kγは自身の N 末端領域によって Arf6
による活性化を抑制している。 
 PIP5K は一次構造上、アイソザイム間で高
度に保存された触媒領域（KCD）と各アイソ
ザイムに固有の N 末端、C 末端領域から構成
される（図１）。この特徴的な構造から、ア
イソザイム間の活性化の違いは、各アイソザ
イム固有の N 末端、C 末端領域によると予想
された。そこで、両領域を欠損した KCD 領域
断片の Arf6 による活性化を測定した。その
結果、すべてのアイソザイムの KCD 断片は
Arf6 によって顕著に活性化された。さらに、
PIP5Kγの N 末端領域欠損変異体および C 末端
領域欠損変異体の活性化を検討したところ、
N末端領域欠損変異体のみArf6によって活性
化された。これらの結果から、PIP5Kγにおい
ては自身の N 末端領域が Arf6 による活性化
を阻害していることが示唆された。そこで、
PIP5Kγの N 末端領域の断片を作製し、PIP5Kγ
の KCD 領域断片あるいは N末端領域欠損変異
体の Arf6による活性化への影響を検討した。
その結果、いずれの変異体も N末端領域断片
の添加により、Arf6 による活性化が抑制され
た。以上により、PIP5Kγの N末端領域は Arf6
による活性化を抑制していることが明らか
となった。 
 さらに、精製した PIP5Kγの各種変異体と
図 1 PIP5K アイソザイムとその一次構造 
  
Arf6 との物理的な相互作用を in vitro にお
いて検討したところ、PIP5Kγの KCD 領域およ
び N 末端欠損変異体と Arf6 との結合は認め
られたものの、全長および C末端欠損変異体
との結合はみられなかった。以上の結果から、
PIP5Kγの N末端領域は、Arf6 の KCD 領域への
結合を阻害することにより Arf6 による活性
化を抑制していると考えられ、図 2のような
‘分子内マスキング’による活性制御機構が
想定される。 
 
(3)PIP5Kγは脳細胞質中で Arf6 によって活性
化される。 
 上記のように、PIP5Kγは in vitro におい
て Arf6 による活性化が N 末端領域により阻
害されていることが明らかとなった。しかし
ながら、Arf6 が PIP5Kγを介してシナプス小胞
の放出・取り込みに関与することが報告され
るなど（Aikawa et al., J. Cell. Biol.162, 
647-659, 2003; Krauss et al., J. Cell. 
Biol.162, 113-124, 2003）、Arf6 は PIP5Kγ
を介して生理的な機能を果たしていること
が示唆される。このような知見から、ある特
定の条件のもとでは、PIP5Kγは Arf6 により
活性化され、機能を果たしていると考えられ
た。PIP5Kγは脳に高発現していること
（Ishihara et al., J. Biol. Chem. 273, 
8741-8748, 1998）、PIP5Kγのノックアウトマ
ウスはシナプス伝達に障害がみられること
（Di Paolo et al., Nature 431, 415-422, 
2004）、神経様細胞においてシナプス小胞の
放出・取り込みに関与することから、マウス
脳細胞質を用いて、PIP5Kγの Arf6 による活性
化を検討した。その結果、脳細胞質内在性の
PIP5Kγおよび脳細胞質に添加したリコンビナ
ント PIP5Kγはいずれも Arf6 によって活性化
されることが示唆された。この結果は、in 
vitroにおいてPIP5KγがArf6単独では活性化
されなかった結果と対照的であり、脳細胞質
中に Arf6 と協調して PIP5Kγの活性化を制御
する因子が存在することが示唆される。 
 以上より、我々は以下のような PIP5Kγアイ
ソザイム特異的な活性制御機構モデルを提
唱する（図 2）。PIP5Kγは、固有の N末端領域
が KCD 中の Arf6 結合領域をマスクした
‘Close’型とそれが解除された‘Open’型
の可逆的な二つの構造を持っており、刺激等
の何らかの条件下において、抑制を解除する
因子（図 2中 opener）が作用することにより
Arf6 による活性化を受けるというモデルで
ある。今後はこの解除因子の同定と活性制御
機構の詳細、および本制御機構の生理的意義
を明らかにしていく予定である。 
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